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Впервые применены lux-биосенсоры E. coli и нематоды Caenorhabditis elegans для исследования ге-
нотоксичности бета-пропиолактона (БПЛ), используемого в производстве инактивированных ви-
русных вакцин в качестве инактиватора. Показано, что ДНК-повреждающая активность БПЛ обу-
словлена не только его способностью связываться с ДНК бактерий, но и способностью генериро-
вать в клетке такие активные формы кислорода как супероксид-анион и перекись водорода,
обладающие генотоксической активностью. Обнаружено, что БПЛ доза-зависимым образом, начи-
ная с концентрации 0.001 моль/л, снижает выживаемость бактерий. Однако при этом усиливалась
интенсивность экспрессии гена антиоксидантной защиты супероксиддисмутазы soxS и гена репа-
рации ДНК colD. БПЛ индуцировал в клетках нематоды разрывы ДНК, выявляемые методом элек-
трофореза. Антиоксидант ацетилцистеин снижал генотоксические эффекты БПЛ как у бактерий,
так и у нематод.
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Бета-пропиолактон (БПЛ) является промыш-
ленно важным химическим соединением. С 1953
по 1973 гг. его использовали для производства ак-
риловой кислоты [1–3], позже был предложен
новый метод синтеза акриловой кислоты и объе-
мы производства БПЛ в мире сократились. Кро-
ме применения в химической промышленности
БПЛ используется для стерилизации: хирургиче-
ских инструментов, плазмы крови, тканевых транс-
плантатов, молока, воды, питательного бульона и
ферментов [2–5]. В 1974 г. Международное агент-
ство по исследованию рака (IARC) включило БПЛ в
группу 2А возможных канцерогенов для человека
по результатам изучения его способности инду-
цировать рак у мышей и крыс при различных спо-
собах воздействия [1–4].

БПЛ является высоко реакционноспособным
соединением, для которого характерны реак-
ции с раскрытием четырехчленного цикла, вслед-
ствие напряженности связей в нем. При раскрытии
цикла БПЛ образуется электрофильное производ-
ное, обладающее сильными бактерицидными свой-
ствами. В связи с этим, БПЛ широко применяют
и в настоящее время для стерилизации крови, фер-

ментов, а также в качестве инактиватора в произ-
водстве инактивированных вирусных вакцин [1,
2] наряду с формальдегидом [1, 3]. Способность
БПЛ в первую очередь взаимодействовать с ДНК
или РНК предполагает, что иммуногенные эпи-
топы белка вируса будут повреждены незначи-
тельно в отличие от инактивации формальдеги-
дом [3–5].

Генотоксичность БПЛ как алкилирующего
агента, изучается с 60-х годов ХХ в. Было показа-
но, что БПЛ быстро вступает в реакцию с нуклео-
фильными центрами белков и нуклеиновых кис-
лот. В белках БПЛ преимущественно связывается
с серосодержащими аминокислотами [6]. В ДНК
БПЛ реагирует с гуанином, образуя 7-(2-карбок-
сиэтил)гуанин, с аденином реагирует в меньшей
степени, преимущественно в положении N3 его мо-
лекулы [7]. Алкилирование гуанина может приве-
сти либо к депуринизации, либо к образованию
ионизированной формы молекулы, способной к
неправильной водородной связи с тимином. Это
может привести к мутациям замены пары основа-
ний GC на AT.
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Токсические и мутагенные эффекты БПЛ бы-
ли изучены в лимфобластах человека и у бактерий
Salmonella typhimurium методом определения ко-
личества модифицированного гуанина. Клетки
S. typhimurium были в 25 раз более чувствительны
к БПЛ, чем клетки человека [8]. У Drosophila mela-
nogaster БПЛ индуцировал рецессивные летальные
мутации, связанные с полом, аутосомные трансло-
кации и разрывы хромосом [9]. В тесте Эймса
БПЛ индуцировал мутации замены пар основа-
ний у двух штаммов и сдвиг рамки считывания у
пяти штаммов S. typhimurium. При этом антиок-
сиданты – витамин С, витамин Е, селен и бутили-
рованный гидрокситолуол, заметно снижали му-
тагенез, происходящий по механизму сдвига рамки
считывания [10]. БПЛ индуцировал микроядра в
клетках селезенки мышей in vivo [11] и проявил
мутагенную активность на клеточных линиях V79
и g12 (трансгенная клеточная линия) [12]. Основ-
ные итоги исследования генетических свойств
приведены в обзорах [5, 13].

Было проведено исследование потенциальной
генотоксичности БПЛ на предимплантационных
эмбрионах мышей in vivо. Для этого самкам на
разных стадиях мейоза путем инъекции вводили
БПЛ в разное время после индукции суперовуля-
ции. Анализ мужских и женских хромосомных ком-
плементов перед сингамией, полученных от эмбри-
онов с первым расщеплением, не выявил цитоге-
нетических нарушений [14].

Для определения потенциальной органной спе-
цифичности генотоксического воздействия БПЛ
in vivo использовали трансгенную модель мыши
Muta™ Mouse, которая содержит несколько ко-
пий репортерного гена lacZ в одном локусе на
хромосоме 3. Авторы выделяли ДНК из интересу-
ющих тканей, затем вырезали репортерный ген и
вставляли в фаговые частицы. Далее заражали
этими фаговыми частицами бактерии E. coli, у ко-
торых отсутствует функциональный ген lacZ, да-
лее проводили позитивную селекцию для определе-
ния частоты мутаций lacZ+. Через семь дней после
однократного перорального введения мышам
БПЛ (150 мг/кг) частота мутаций в желудке мыши
Muta увеличилась в 8.8 раз по отношению к кон-
тролю, однако в печени мыши этот показатель со-
ставил 1.8 [15].

В экспериментах на крысах in vivo способность
БПЛ связываться с ДНК слизистой носа хорошо
соответствовала его канцерогенному потенциалу
в носу крыс [16]. Результаты экспериментов in vivo
указывают на то, что БПЛ не проявляет системного
генотоксического и канцерогенного эффектов, ча-
ще всего эти эффекты проявляются по месту введе-
ния. Например отмечено отсутствие системной
неоплазии в результате подкожного или перо-
рального воздействия БПЛ на животных [4]. Пе-
риод полураспада БПЛ in vivo вероятно слишком

короток для того, чтобы значительное количество
активной формы достигло любого целевого
участка.

Цель данной работы – изучение генотоксич-
ности БПЛ с помощью lux-биосенсоров E. coli,
несущих плазмиду с промоторами индуцибель-
ных генов SOS-ответа и генов окислительного
стресса, слитыми с lux-опероном, у нематоды
Caenorhabditis elegans.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Химические препараты. Все использованные хи-

мические вещества были аналитической чистоты.
β-Пропиолактон был приобретен у фирмы “Sig-
ma Aldrich” (США), N-ацетилцистеин (АЦЦ)
приобрели у компании “Serva” (Германия). Все
необходимые разведения веществ готовились ex
tempore.

Штаммы lux-биосенсоров. В работе использо-
вали lux-биосенсоры на основе штамма E. coli K12:
pColD-lux, pRecA-lux, pAlkA-lux, pSoxS-lux и
pKatG-lux. Данные биосенсоры содержат реком-
бинантную плазмиду, включающую промоторы
генов репарации и SOS-ответа: recA, alkA и colD;
промоторы генов супероксиддисмутазы soxS и ка-
талазы katG, cлитые с lux-опероном Photorhabdus
luminescens. Генотип штамма E. coli К12 MG1655 и
конструкции рекомбинантных плазмид описаны
ранее [17–19]. Перечисленные биосенсоры предо-
ставлены Г.Б. Завильгельским и И.В. Мануховым
(ГосНИИгенетика, Москва).

Хранение и культивирование бактериальных куль-
тур осуществляли с помощью питательных сред LB
(Луриа–Бертани), жидких и твердых, с добавле-
нием агара. Среды содержали ампициллин в кон-
центрации 100 мкг/мл. Для опытов использовали
культуры биосенсоров pRecA-lux, pColD-lux,
pAlkA-lux pKatG-lux и pSoxS-lux в жидкой пита-
тельной среде LB.

Регистрация люминесцентного ответа биосен-
соров. Ночные культуры биосенсоров разбавляли
в свежей жидкой среде LB, доводя содержание бак-
терий до концентрации 107 кл/мл, и инкубировали
при 37°C в течение 120 мин с аэрацией до достиже-
ния ранней экспоненциальной фазы. Далее культу-
ры переносили в 96-луночный планшет по 160 мкл
в каждую лунку. Ряд контрольного образца запол-
няли дистиллированной водой по 40 мкл в лунку,
следующие же ряды лунок заполняли по 20 мкл
воды в каждую лунку и по 20 мкл различных раз-
ведений БПЛ. В экспериментах по изучению вли-
яния антиоксидантов на действие БПЛ вместо
дистиллированной воды в лунку добавляли по
20 мкл раствора АЦЦ. Далее, культуры в запол-
ненных планшетах культивировали течение 1 ч
при 37°С и определяли интенсивность люминес-
ценции биосенсоров с помощью люминометра –
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микропланшетного ридера StatFax 4400, Aware-
ness Technology Inc. (США), где за единицу изме-
рения для люминесцентного ответа принимали
условные единицы светового потока (RLU). Вы-
шеперечисленные опыты проводили не менее
трех раз с восемью повторениями в каждом.

Тест на разрывы ДНК методом гель-электрофо-
реза. Ночные культуры биосенсоров разбавляли в
свежей жидкой среде LB, доводя содержание бак-
терий до концентрации 107 кл/мл. Затем инкуби-
ровали при 37°C в течение 120 мин с аэрацией до
достижения ранней экспоненциальной фазы. Да-
лее, по 1 мл различных разведений БПЛ и по 1 мл
раствора АЦЦ добавляли в 10 мл бактериальной
культуры и культивировали в течение 1.5 ч при
37°C, после этого бактерии отмывали изотониче-
ским физиологическим раствором путем центри-
фугирования. После очередного центрифугиро-
вания и слива супернатанта растворяли осадок
пипетированием в 350 мкл лизирующего раствора
(0.1 ммоль/л ЭДТА, 0.5 М NaOH, 0.05% SDS). Да-
лее выдерживали в лизирующем растворе в течение
1.5 ч при 37°C. Затем 35 мкл лизированной бактери-
альной культуры добавляли в лунки 1%-ной ага-
розной пластины, содержащей бромид этидия в
концентрации 10 мкл/100 мл. Леддер помещали в
первую лунку в объеме 5 мкл. Далее агарозная ге-
левая пластина устанавливалась в ванночке для
электрофореза, наполненной ТВЕ-буфером. Элек-
трофорез проводился в течение 1.5 ч при 100 В. На
последнем этапе с помощью трансиллюминато-
ра Vilber Lourmat serial N 10 102939 (Франция)
осуществляли визуализацию флуоресцирующих
штрихов ДНК под действием УФ-излучения.

Культивирование нематод. В работе использо-
вали нематод Caenorhabditis elegans Bristol N2, ко-
торых выращивали при 21°С на твердой агароз-
ной NGM-среде. В качестве питания использо-
вали E. coli ОР50 в виде газона по описанному
методу [20].

Для синхронизации поколения разросшуюся
на чашке Петри популяцию нематод пипетирова-
ли стерильной водой до получения взвеси нема-
тод и яиц. Переносили 3.5 мл взвеси в пробирку
и добавляли 1.5 мл свежеприготовленной смеси
(0.5 мл 5 М NaOH + 1 мл 5% HClO4). Перемеши-
вали и вортексировали 10 мин, а затем центрифу-
гировали 30 с при 1300 g и удаляли супернатант.
Затем промывали осадок, добавляя 5 мл воды,
центрифугируя и удаляя супернатант. Промывку
повторяли три раза. Затем 0.1 мл суспензии яиц
нематод переносили на чашку с NGM-агаром и
газоном E. coli ОР50. Выращивание синхронизиро-
ванных нематод проводили при 20°С в течение трех
суток до достижения стадии L4 (“young adult”).

Проведение эксперимента и выделение ДНК не-
матод. Для проведения эксперимента червей смы-
вали с чашек стерильной водой в 1.5-мл пробирки,

осаждали на вортексе и сливали супернатант. К
осадку добавляли БПЛ в разных концентрациях,
пипетировали до образования взвеси и инкуби-
ровали 120 мин при 21°С. Затем взвесь нематод
центрифугировали 5 мин при 2300 g и удаляли су-
пернатант, добавляли 1 мл стерильной воды и пи-
петировали до получения взвеси. Далее нематод
промывали с целью освобождения кишечника чер-
вей от бактерий. Для этого взвесь сливали в пробир-
ки по 15 мл, добавляли воду до достижения 5 мл и
центрифугировали 5 мин при 2300 g для образова-
ния гранул. Супернатант отбрасывали и заменяли
свежей стерильной водой. Пробирки, содержа-
щие нематоды, вортексировались 3 мин; после это-
го червей центрифугировали 5 мин при 2300 g для
удаления бактерий. Промывку повторяли десять
раз, чтобы вымыть бактерии из кишечника нема-
тод. При последней промывке избыток воды уда-
ляли, оставляя 1 мл смеси вода/нематоды, а затем
переносили в 1.5-мл микроцентрифужные про-
бирки и центрифугировали при 12100 g в течение
10 мин. Супернатант сливали, а гранулу подверга-
ли заморозке при –20°С, после чего механически
измельчали палочкой с абразивной поверхностью
наконечника.

Далее выделение ДНК проводили с использо-
ванием специального набора реагентов по прото-
колу Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scien-
tific) следующим образом. 1. Не дожидаясь оттаи-
вания измельченной гранулы, добавляли к ней
200 мкл ТЕ-буфера, 400 мкл лизирующего раство-
ра, и инкубировали при 65°С в течение 10 мин.
2. Затем добавляли 600 мкл хлороформа, перево-
рачивали пять раз и центрифугировали 2 мин при
10000 об./мин. 3. Верхнюю водную фазу, содер-
жащую ДНК, переносили в новую пробирку и до-
бавляли 800 мкл 1%-ного осаждающего раствора,
перемешивали несколькими переворотами в те-
чение 2 мин и центрифугировали 2 мин при
10000 об./мин. 4. Удаляли супернатант и раство-
ряли гранулу в 100 мкл раствора хлорида натрия
осторожным встряхиванием. 5. Добавляли 300 мкл
холодного этанола, осаждали ДНК при –20°С в
течение 10 мин, затем центрифугировали 4 мин
при 10000 об./мин, удаляли этанол, обливали гра-
нулу 70%-ным этанолом, добавляли к ней 200 мкл
стерильной деионизированной воды и растворяли
гранулу в воде аккуратным встряхиванием. Пере-
численные процедуры проведения эксперимента
и выделения ДНК нематод для электрофореза
описаны в [21].

Для электрофореза 1%-ную агарозную гелевую
пластину (0.01% бромида этидия) помещали в
ванночку с 10%-ным TBE-буфером и переносили
в лунки по 20 мкл лизированной ДНК нематод.
Электрофорез проводили при 100 мА, 120 В, 80 Вт.
Визуализацию результатов электрофореза ДНК
нематод осуществляли с помощью трансиллюми-
натора.
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Статистическая обработка. Полученные в хо-
де опытов данные обработали стандартными ста-
тистическими методами. Вычисляли средние зна-
чения показателя и его ошибки. Значимость разли-
чий средних значений определяли с помощью t-
критерия Стьюдента. Для вывода о статистической
значимости различий полученных данных, считали
достаточной вероятность ошибки p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Изучение зависимости интенсивности люми-

несценции биосенсоров pSoxS-lux, pRecA-lux,
pColD-lux, pKatG-lux и pAlkA-lux от концентра-
ций БПЛ показало, что БПЛ в бактериальной
клетке увеличивает концентрацию таких окси-
дантов, как супероксид-анион и пероксид водо-
рода, регистрируемые биосенсорами pSoxS-lux и
pKatG-lux, а также вызывает повреждения в ДНК,
регистрируемые биосенсорами pRecA-lux и pColD-
lux. Биосенсор pAlkA-lux, откликающийся на дей-
ствие алкилирующих химических соединений, не
показал увеличения интенсивности люминесцен-
ции при действии БПЛ, однако при действии моно-
функционального алкилирующего соединения
ММС в концентрации 0.01 моль/л увеличил уро-
вень своей люминесценции с 95 (в контроле) до
2998 усл. ед., то есть более, чем в 30 раз (табл. 1).
Полученные результаты указывают на то, что
БПЛ генерирует в бактериях E. coli такие оксида-
тивные соединения, как супероксид-анион и (в

гораздо меньшей степени) пероксид водорода, а
также вызывает SOS-ответ.

На рис. 1 и 2 приведены амплитуды ответа био-
сенсоров на присутствие БПЛ, то есть отношение
интенсивности индуцированной люминесцен-
ции к контрольному уровню. Из представленных
диаграмм следует, что генотоксичность БПЛ, ре-
гистрируемая биосенсорами pRecA-lux и pColD-
lux, является результатом не только его прямого
действия на ДНК, но и повышения в клетках бак-
терий уровня генотоксичных супероксид-радика-
ла и перекиси водорода. При этом максимальный
генотоксический эффект и образование суперок-
сида наблюдается в концентрации БПЛ 0.0015
моль/л. При более высоких концентрациях БПЛ
происходит падение уровня люминесценции
биосенсоров, что может быть связано с токсиче-
ским действием БПЛ на бактерии.

Для уточнения этого явления были проведены
эксперименты по одновременному определению
люминесценции и выживаемости биосенсоров
pSoxS-lux и pColD-lux непосредственно в инкуба-
ционной смеси в лунках планшета в зависимости от
концентрации БПЛ. Для этого по истечении време-
ни инкубации экспериментальной смеси замеряли
интенсивность биолюминесценции. Затем аликво-
ту бактерий объемом 0.1 мл из каждой лунки се-
рийно разводили в физиологическом растворе до
10–6 для последующего высева в чашки Петри с
агаризованной питательной средой LB. Через 19 ч

Таблица 1. Зависимость интенсивности люминесценции биосенсоров от концентрации БПЛ

Примечание. В скобках приведены значимость различий между контрольными и опытными вариантами в случаях увеличе-
ния эффекта.

Вариант Интенсивность люминесценции биосенсоров, отн. ед.

БПЛ, моль/л pSoxS-lux pColD-lux pRecA-lux pKatG-lux pAlkA-lux

0 (вода) 1536 ± 33 969 ± 50 20218 ± 57 2737 ± 77 95 ± 1.30

0.000015 1570 ± 20 840 ± 35 21559 ± 548 2771 ± 80 90 ± 1.32

0.00015 2202 ± 38
(3.3Е-19) 974 ± 41 29798 ± 662

(1.6Е-15) 2812 ± 95 96 ± 1.08

0.0003 2807 ± 55
(9.5Е-28) 1028 ± 50 32771 ± 711

(8.2Е-20) 2955 ± 98 91 ± 1.08

0.00075 4223 ± 111
(1.3Е-31)

1422 ± 93
(9.5Е-5)

39384 ± 679
(1.0Е-29) 3014 ± 119 82 ± 1.42

0.0015 5244 ± 175
(5.8Е-29)

1749 ± 143
(4.8Е-6)

404087 ± 777
(5.4Е-29)

3201 ± 122
(0.003) 71 ± 1.30

0.003 3804 ± 136
(2.9Е-23)

1296 ± 96
(4.6Е-3)

35727 ± 652
(2.3Е-25)

3053 ± 113
(0.03) 46 ± 1.22

0.0075 972 ± 30 572 ± 23 17013 ± 504 1920 ± 35 11 ± 0.72

Положительный контроль
14927 ± 296
(диоксидин

0.001 М)

8185 ± 419
(диоксидин

0.001 М)

67673 ± 1386
(диоксидин

0.001 М)

38946 ± 932
(Н2О2

0.001 М)

2998 ± 33.3
(ММС 0.005 М)
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инкубации при 37°С учитывали число выросших
колоний и пересчитывали на число колониеобра-
зующих единиц в 0.1 мл суспензии бактерий.

В табл. 2 приведены количественные показате-
ли интенсивности люминесценции биосенсоров
pSoxS-lux и pColD-lux на 1000 колониеобразую-
щих единиц (КОЕ), то есть на 1000 жизнеспособ-
ных бактерий. Было обнаружено, что БПЛ прояв-
ляет токсичность в исследованных концентрациях
и снижает выживаемость бактерий по отношению к
контрольному варианту на порядок в концентра-
ции 0.0015 моль/л и на три порядка в концентра-
ции 0.0075 моль/л. При этом интенсивность лю-
минесценции биосенсоров возрастает в расчете
на 1000 КОЕ. Так, интенсивность люминесценции
биосенсоров pSoxS-lux и pColD-lux на 1000 КОЕ в
концентрации БПЛ 0.0075 моль/л составила 21.8
и 13.3 в относительных единицах соответственно.

Для определения степени поврежденности ДНК
бактерий при действии БПЛ и влияния на этот про-
цесс антиоксиданта N-ацетилцистеина (АЦЦ) ис-
пользовали метод электрофореза ДНК, выделенной

из бактерий биосенсора pSoxS-lux. БПЛ использо-
вали в концентрациях 0.035 и 0.15 моль/л, а АЦЦ –
в концентрациях 0.01 и 0.001 моль/л. В качестве
чистого контроля служили бактерии, не подверг-
шиеся воздействию БПЛ и АЦЦ, а в качестве пози-
тивного контроля – бактерии, обработанные диок-
сидином и перекисью водорода в концентрациях
0.0045 и 0.1 моль/л соответственно.

Из рис. 3 следует, что БПЛ в концентрации
0.15 моль/л (дорожка 7) вызывает разрывы ДНК бо-
лее эффективно, чем в концентрации 0.035 моль/л
(дорожка 4). АЦЦ в концентрации 0.001 моль/л не
оказывал заметного влияния на уровень поврежде-
ний ДНК, вызванных БПЛ (дорожки 3 и 6). Однако
АЦЦ в более высокой концентрации 0.01 моль/л
заметно снижал степень фрагментации ДНК бак-
терий (дорожки 3 и 6).

Для оценки генотоксичности БПЛ на эукарио-
тах, использовали нематоду Caenorhabditis elegans,
которая является хорошо изученным модельным
объектом в различных генетических исследова-

Рис. 1. Амплитуда ответа биосенсоров pSoxS-lux и
pColD-lux на действие БПЛ.

pSoxS-lux

Бета-пропиолактон, моль/л

Вода

0.00001
5

0.0001
50

0.000300

0.00075
0

0.001
500

0.003000

0.0075
00

А
м

пл
ит

уд
а 

от
ве

та

0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0

pColD-lux

Рис. 2. Амплитуда ответа биосенсоров pSoxS-lux и
pRecA-lux на действие БПЛ.
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Таблица 2. Зависимость выживаемости и интенсивности люминесценции бактерий биосенсоров pSox-lux и
pColD-lux от концентрации БПЛ

Биосенсор БПЛ, 
моль/л Количество КОЕ Люминесценция, 

отн. ед.
Люминесценция, 

на 1000 КОЕ, отн. ед.

pSoxS-lux Контроль 1.1 × 108 11.78 ± 31 0.01
0.0015 1.24 × 107 6047 ± 72 0.48
0.0075 4.28 × 104 9.34 ± 37 21.8

pColD-lux Контроль 9.66 × 107 905 ± 19 0.009
0.0015 1.06 × 107 1935 ± 54 0.18
0.0075 3.96 × 104 526 ± 13 13.3
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ниях. Нематоду на стадии развития L4 (yong agult)
подвергли воздействию БПЛ в различных кон-
центрациях в течение 2 ч, после чего выделяли то-
тальную ДНК и определяли степень ее фрагмен-
тированности методом гель-электрофореза. На
рис. 4 приведена электрофореграмма влияния
БПЛ на целостность ДНК нематод. Видно, что БПЛ
у нематод вызывает разрывы ДНК начиная с кон-
центрации 0.0015 моль/л (дорожка 6). Наиболее эф-
фективно повреждал ДНК нематоды БПЛ в кон-
центрациях 0.0075 и 0.015 моль/л (дорожки 8 и 9).
Следует отметить высокую генотоксичность пере-
киси водорода, использованной в качестве пози-
тивного контроля в концентрации 0.1 моль/л.
Антиоксидант АЦЦ в концентрациях 0.001 и
0.01 моль/л снижал ДНК-повреждающее действие
БПЛ в клетках нематоды в наивысшей исследован-
ной генотоксической концентрации 0.015 моль/л
(рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ
БПЛ является высоко реакционноспособным

агентом, молекула которого представляет собой че-
тырехчленный цикл. После раскрытия цикла БПЛ
приобретает электрофильные свойства и быстро
вступает в реакцию с нуклеофильными центрами
нуклеиновых кислот и белков.

Показательными в отношении генотоксично-
сти БПЛ являются результаты, полученные на
биосенсорах pRecA-lux и pColD-lux (табл. 1), де-
монстрирующие индукцию генов recA и colD в от-
вет на повреждения в ДНК бактерий. Это являет-
ся следствием активации SOS-ответа, в котором
важную роль играют наличие однонитевых раз-
рывов в ДНК (ssDNA) и продукты генов recA и
lexA, последний из которых кодирует белок LexA,
являющимся репрессором генов SOS-регулона.
Промоторы генов recA и colD обеспечивают акти-
вацию начального и терминального этапов SOS-
ответа соответственно. Ген colD активируется при
наличии неудаленных на ранних этапах репарации
повреждений ДНК. К ним относятся объемные ад-
дукты, тиминовыедимеры и межнитевые сшивки,
приводящие к остановке репликации ДНК [22–24].

В наших экспериментах биосенсор pAlkA-lux
не показал увеличения интенсивности люминес-
ценции при действии БПЛ, тогда, как при дей-
ствии ММС в концентрации 0.005 моль/л увели-
чил уровень своей люминесценции с 95 в контро-
ле до 2998 усл. ед., то есть более, чем в 30 раз (табл. 1).
Это указывает на то, что продукты взаимодей-
ствия БПЛ с ДНК отличаются от таковых моно-
функционального алкилирующего соединения –
метилметансульфоната (ММС). Возможно, что
БПЛ при взаимодействии с ДНК образует аддук-
ты и сшивки, в отличие от ММС, который мети-
лирует ДНК.

Рис. 3. Влияние N-ацетилцистеина на ДНК-повре-
ждающую активность БПЛ в клетках биосенсора
pSox-lux. 1 – маркер длин ДНК, 2 – негативный кон-
троль (вода), 3 – БПЛ 0.035 + АЦЦ 0.01, 4 – БПЛ 0.035 +
+ АЦЦ 0.001, 5 – БПЛ 0.035, 6 – БПЛ 0.15 + АЦЦ 0.01,
7 – БПЛ 0.15 + АЦЦ 0.001, 8 – БПЛ 0.15, 9 – диокси-
дин, 0.0045, 10 – перекись водорода, 0.1. Концентра-
ции БПЛ, АЦЦ, диоксидина и перекиси водорода
приведены в моль/л.
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Рис. 4. Влияние БПЛ на целостность ДНК нематод
Caenorhabditis elegans. 1 – маркер длин ДНК, 2 – кон-
троль (вода), БПЛ в концентрациях (моль/л): 3 –
0.00015, 4 – 0.0003, 5 – 0.00075, 6 – 0.0015, 7 – 0.003,
8 – 0.0075, 9 – 0.015, 10 – перекись водорода, 0.1 моль/л.
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БПЛ, как и ММС, при воздействии на двуни-
тевую ДНК в 70–80% случаев метилирует N7-по-
зицию гуанина [5, 25]. N3-метиладенин, который
является вторым по распространенности продук-
том алкилирования ММС двунитевой ДНК, удаля-
ется из нее 3-метиладенин-ДНК-гликозилазой –
продуктом гена adaA, экспрессия которого кон-
тролируется сенсорным белком Ada, являющим-
ся регулятором транскрипции. Метилирование
белка Ada ММС приводит к повышению его аф-
финности к промоторным участкам Ada-регуло-
на и превращает его в сильный транскрипцион-
ный активатор [25–27].

Отсутствие генотоксического эффекта БПЛ на
биосенсоре pAlkA-lux можно объяснить тем, его
химическая структура отличается от таковой ММС.
Генотоксичность БПЛ обусловлена продуктами
(фрагментами) раскрытия его четырехчленного
цикла, которые могут образовать преимущественно
аддуктыаддукты с белком Ada, приводящие к бло-
кированию транскрипции Ada-регулона.

Ранее, при сравнительном изучении активно-
сти эпихлоргидрина (ЭХГ) и ММС на биосенсоре
pAlkA-lux нами была обнаружена очень слабая
индукция люминесценции ЭХГ, который пред-
ставляет собой соединение, при раскрытии трех-
членного цикла которого, образуется электро-
фильный продукт. Максимальная интенсивность
люминесценции при действии ЭХГ в концентра-

ции 0.3 моль/л, составила 285 отн. ед., что в 42 ра-
за меньше люминесценции pAlkA-lux при дей-
ствии ММС в концентрации 0.1 моль/л [28].

Самым неожиданным результатом оказалась
индукция БПЛ экспрессии генов окислительного
стресса soxS и katG, кодирующих ферменты су-
пероксиддисмутазу и каталазу соответственно. В
настоящей работе были использованы биосенсо-
ры pSoxS-lux и pKatG-lux, которые несут рекомби-
нантную плазмиду, содержащую промоторы гена
супероксиддисмутазы soxS и гена каталазы katG.
В бактериальной клетке промоторы этих генов
находятся в блокированном состоянии. При уве-
личении концентрации супероксида или перок-
сида выше физиологического уровня, они всту-
пают в реакцию с соответствующими белками-
активаторами и происходит разблокировка про-
моторов, в результате чего lux-оперон транскри-
бируется и биосенсоры люминесцируют. БПЛ в
широком диапазоне концентраций от 0.000015 до
0.003 моль/л вызывал увеличение концентрации су-
пероксид-аниона в бактериальных клетках. Увели-
чение концентрации перекиси водорода наблю-
дали только при высоких концентрациях БПЛ
(0.0015 и 0.003 моль/л) (табл. 1). Полученные ре-
зультаты однозначно указывают на способность
БПЛ повреждать ДНК в клетках бактерий E. coli
также и в результате индукции окислительного
стресса.

Рис. 5. Влияние антиоксиданта АЦЦ на ДНК-повреждающее действие БПЛ у нематод Caenorhabditis elegans: 1 – мар-
кер, 2 – контроль (вода), 3 – БПЛ 0.015 + АЦЦ 0.01, 4 – БПЛ 0.015 + АЦЦ 0.001, 5 – БПЛ 0.015. Концентрации БПЛ и
АЦЦ приведены в моль/л.
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Нами был проведен анализ сопряженности ин-
дукции БПЛ SOS-ответа у биосенсоров pRecA-lux и
pColD-lux и индукции экспреcсии гена суперок-
сиддисмутазы у биосенсора pSoxS-lux. Для этого
определяли амплитуду ответа для каждого из ис-
пользованных нами биосенсоров, то есть отноше-
ния величины люминесценции в опытных вариан-
тах к таковому в контрольных вариантах (рис. 1, 2).

В наших экспериментах БПЛ наиболее ин-
тенсивно индуцировал SOS-ответ у биосенсо-
ров pRecA-lux и pColD-lux в концентрациях, ха-
рактерных для наиболее эффективной индукции
люминесценции у биосенсора pSoxS-lux (рис. 1, 2).
Однако с увеличением концентрации БПЛ (более
0.001 моль/л) происходит снижение выживаемо-
сти бактериальных клеток, что, как выявил элек-
трофоретический анализ, сопровождается дегра-
дацией ДНК бактерий (рис. 3). Интенсивность
свечения биосенсора pColD-lux свидетельствует
об уровне повреждений ДНК под действием сво-
бодных радикалов, инициированных супероксидом
в клетках бактерий. Если нормировать количе-
ственные показатели интенсивности люминесцен-
ции pColD-lux на 1000 КОЕ, т.е. на 1000 жизнеспо-
собных бактерий, то мы видим, что уровень отве-
та, характеризующий уровень SOS-репарации
ДНК у жизнеспособных бактерий, от увеличения
концентрации БПЛ не падает, а возрастает (табл. 2).
Подобное повышение уровня SOS-ответа у жиз-
неспособных бактерий наблюдали после воздей-
ствия диоксидина и параквата [29, 30]. Падение
выживаемости бактерий связано с увеличением
степени поврежденности ДНК, о чем свидетель-
ствуют результаты электрофоретического анали-
за целостности ДНК бактерий (рис. 3). Из электро-
фореграмм видно, что деградация ДНК усиливается
с увеличением концентрации БПЛ и снижается
при совместном использовании БПЛ и антиокси-
данта АЦЦ. Последний в наших экспериментах
снижал уровни индукции БПЛ как SOS-ответа,
так и экспрессии супероксиддисмутазы, инакти-
вирующей супероксидный радикал, в бактери-
альных клетках (рис. 1, 2).

Нематода Caenorhabditis elegans привлекает вни-
мание исследователей в качестве объекта для изуче-
ния токсических и генотоксических свойств хими-
ческих веществ. Это связано с тем, что она является
многоклеточным эукариотическим организмом и
обладает системой биотрансформации химических
соединений, аналогичной у млекопитающих [31,
32]. В наших экспериментах БПЛ при воздействии
на нематод в диапазоне концентраций 0.00015–
0.015 моль/л в течение 2 ч вызывал разрывы ДНК
начиная с концентрации 0.0015 моль/л (рис. 3). В
свою очередь, антиоксидант АЦЦ снижал ДНК-по-
вреждающую активность БПЛ в клетках нема-
тоды (рис. 4, 5). Результаты, полученные на

бактериальных биосенсорах, были подтвержде-
ны на нематодах.

Таким образом, впервые показано, что ДНК-по-
вреждающая активность БПЛ связана не только с
его способностью связываться с ДНК бактерий,
но и со способностью генерировать в клетке такие
генотоксичные формы кислорода как супероксид-
анион и перекись водорода. Обнаружено, что БПЛ
дозо-зависимым образом, начиная с концентрации
более 0.001 моль/л, одновременно снижает выжи-
ваемость бактерий и увеличивает интенсивность
экспрессии гена антиоксидантной защиты су-
пероксиддисмутазы soxS и гена репарации ДНК
colD. В клетках нематод БПЛ индуцировал раз-
рывы ДНК, выявляемые методом электрофоре-
за. Антиоксидант АЦЦ (ацетилцистеин) сни-
жал генотоксические эффекты БПЛ как у бак-
терий, так и у нематод.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
людей.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликтов
интересов.
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Study of the Genotoxicity of Beta-Propiolactone Using E. coli 
lux Biosensors and Nematode Caenorhabditis elegans
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For the first time, lux biosensors of E. coli and the nematode Caenorhabditis elegans were used to study the
genotoxicity of beta-propiolactone (BPL) used in the production of inactivated viral vaccines as an inactiva-
tor. It has been shown that the DNA-damaging activity of BPL is due not only to its ability to bind to bacterial
DNA, but also to the ability to generate in the cell such reactive oxygen species as superoxide anion and per-
oxide, which have genotoxic activity. It was found that BPL in a dose-dependent manner, starting from a con-
centration of 0.001 mol/L, reduces the survival of bacteria. However, the intensity of expression of the anti-
oxidant defense gene of superoxide dismutase soxS and the DNA repair gene colD increased. BPL induced
DNA breaks in nematode cells detected by electrophoresis. The antioxidant acetylcysteine (ACC) reduced
the genotoxic effects of BPL on both bacteria and nematode.

Keywords: beta-propiolactone, lux-biosensors, E. coli, nematode Caenorhabditis elegans, genotoxicity, super-
oxide anion, DNA breaks, antioxidant, acetyl cysteine.


